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論文内容要旨
研究目的
 がんの発生,進展過程には多くのがん抑制遺伝子・がん遺伝子の変化が密接にかかわっている。
 神経線維腫症2型(NF2)は常染色体優性の遺伝性疾患で,両側性聴神経鞘腫や髄膜腫などの発
 生を特徴とする。最近この遺伝子が第22染色体上に同定され,NF2患者においてこの遺伝子の
 Germ-linemutationが検出された。またN聖遺伝子の塩基配列変異は,NF2患者の聴神経鞘
 腫や髄膜腫において検出されるのみならず,散発性の神経鞘腫や髄膜腫などにおいても第22染
 色体長腕くrF2遺伝子近傍のlossofhetero-zygosi七y(LOH)とともに検出されることから,
 NE2遺伝子はこれら腫瘍において癌抑制遺伝子として働いていると考えられる。乳腺組織にお
 いてNor七hemBlotting法でNF2遺伝子の発現がみられ,乳癌においても第22染色体長腕の
 ノ顕2遺伝子近傍領域の欠失が報告されていることなどからノVF2遺伝子が乳癌の発生・進展に関
 与する癌抑制遺伝子である可能性を推察させている。本研究ではノVF2遺伝子のヒト乳癌におけ
 る癌抑制遺伝子としての関与の有無を知る目的で,Single-S七randConformationPolymor-
 phism(SSCP)法をFirs七Screeningに用い,〈1F2遺伝子の解析可能な領域について塩基配列変
 化の検索を行った。
 対象と方法
 対象;1986年より1992年までに東北大学第2外科において外科的に切除された乳癌患者52
 名(8名においては,1個～複数個の転移巣をも含む),その他の乳腺疾患患者8名(葉状腫瘍
 2名,線維線種4名,乳腺異形成2名)の60症例における主病巣,所属リンパ節等の新鮮凍結
 標本である。
 方法;上記標本からプロテナーゼK・フェノール・クロロホルム法にてDNAを抽出した。次
 いでAIF2遺伝子の蛋白コード領域を各エキソン毎に16個のフラグメントに分けてこれまでに報
 告された塩基配列をもとに新たにPCR用プライマーを設計・合成した。これら16組のプライマー
 セットを各々γ一卯ATPで標識して,上記の抽出したDNAを鋳型としてPCRを行い目的配列
 を標識・増幅し,ホルムアミド色素で希釈,SSCP法にて変異遺伝子の有無について解析した
 (室温にて,30Wで1～4.5時間泳動)。オートラジオグラムにより泳動度の変化がみられたバン
 ドはサイクルシークエンス法にてその塩基配列の変異を決定した。
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結果
 乳癌患者52名のDNAを用い,NF2蛋白コード領域に関して,PCR-SSCP解析を行った結果,
 乳癌患者1名にては腫瘍由来DNAにおいてエキソン12でシフトしたバンドがみられた。この
 バンドをゲルより切り出してPCRにて増幅した後,サイクルシークエンス法にて塩基配列決定
 をした結果,codon398にCTG→GTG(Leu→Val)の遺伝子変異がみられた。この変異は,ヒ
 トmoesin,マウスschwamominにおいてアミノ酸配列が保存され機能的に重要と考えられる
 領域に生じた変異であった。またこの乳癌患者はρ53遺伝子のエキソン5にフレームシフト変異
 が認められた症例であった。
 さらに1名の乳癌患者より得られたDNAでMア2遺伝子のエキソン1と,2名の乳癌患者か
 らのDNAでエキソン11に,新たな多型を示唆する塩基配列の変化がみられた。エキソン11の
 多型を示唆する塩基配列変化がみられた2名の内1名は,エキソン12で変異が検出された乳癌
 患者と同一症例であったが,エキソン11のPCR-SSCP解析の結果ではLOHは明らカ)ではな
 かった。
 その他の乳癌患者,及び8名の良性乳腺疾患患者において同様にPCR-SSCP法で検索したが
 塩基配列の変化は全く認められなかった。
考察
 非!VF2家系の亙F2遺伝子の変異については髄膜腫,神経鞘腫でpointm眈ation,small
 deiet1onが数例報告されている。NorthemBlo施ngで乳腺組織を含めた多くの正常組織にN聖
 遺伝子の発現がみられること,大腸癌,乳癌で第22染色体の欠失が報告されていることから,
 神経系以外の組織においても癌抑制遺伝子としての何らかの機能を果たしていると考えられる。
 乳癌におけるノVア2遺伝子の変異についてはこの研究の開始後に1例の変異の報告があった。し
 かし,今回のPCR-SSCP解析による研究では,ヒト乳癌患者52名中1名のみにおいて亙F2遺
 伝子の変異が検出されたが,この患者においてLOHは明らかでなく,また,その他の51名の
 乳癌患者においては変異は検出されなかった。従って,ヒト乳癌においてはNF2遺伝子の癌抑
 制遺伝子として関与の可能性は非常に低いものと考えられた。
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 審査結果の要旨
 癌の発生・進展には多くの癌抑制遺伝子・癌遺伝子の変化が関わっている。神経線維腫症2型
 (NF2)は常染色体優性の遺伝性疾患で,聴神経鞘腫や髄膜腫の発生を特徴とする。最近この遺
 伝子が第22染色体上に同定され,NF2患者でGerm-1inemutationが検出された。本遺伝子の
 塩基配列変異はNF2患者の聴神経鞘腫や髄膜腫のみならず,散発性の腫瘍においても10ssof
 he七erozygosity(LOH)とともに検出されることからNF2遺伝子は癌抑制遺伝子として働いて
 いると考えられる。乳腺組織でNF2遺伝子の発現がみられ,乳癌でもNF2遺伝子近傍領域の欠
 失が報告されていることからNF2遺伝子が乳癌に関与する遺伝子である可能性が推察される。
 本研究ではNF2遺伝子のヒト乳癌への関与の有無を知る目的で,Single-StrandConformation
 Polymorphism(SSCP)法を用い,塩基配列の検索を行った。
 研究対象は乳癌52例,葉状腫瘍2例,線維腺腫4例,異型上皮過形成2例の計60例である。
 新鮮凍結標本からプロテナーゼK・フェノール・クロロホルム法にてDNAを抽出した。NF2
 遺伝子の蛋白コード領域をexon毎に16個のフラグメントに分けて,PCR用プライマーを設計
 合成した。16組のプライマーセットをg-32PATPで標識し,抽出したDNAを鋳型としてPCRを
 行い目的配列を標識・増幅し,SSCP法にて変異遺伝子の有無を解析した。オートラジオグラム
 で泳動度の変化がみられたバンドはサイクルシークエンス法にてその塩基配列の変異を決定した。
 その結果,乳癌52例中1例で腫瘍由来DNAのexon12にシフトバンドを認めた。このバン
 ドをPCRにて増幅し,サイクルシークエンス法にて塩基配列を決定した。その結果,codon398
 にCTF→GTG(Leu→Val)の変異がみられた。これはヒトmoesin,マウスschwannominで
 アミノ酸配列が保存され,機能的に重要な領域に生じた変異であった。本症例ではp53遺伝子
 のexon5にフレームシフト変異が認められた。更に,1例の乳癌DNAでexon1と,2例の
 乳癌DNAでexon11に新たなNF2遺伝子の多型を示唆する塩基配列がみられた。exon11で
 変化がみられた2例中1例はexon12で変異が検出された乳癌であったが,exon11のPCR-
 SSCP解析ではLOHは認められなかった。他の乳癌症例,及び8例の良性乳腺疾患では塩基配
 列の変化は認められなかった。
 非NF2家系のNF2遺伝子の変異については髄膜腫,神経鞘腫でpointmutation,small
 deletionが報告されており,大腸癌など非神経系腫瘍においても癌抑制遺伝子としての関与が指
 摘されている。乳癌では本研究の開始後に1例でNF2遺伝子変異の報告があった。しかし,
 PCR-SSCP解析に基づく本研究ではヒト乳癌52例中わずか1例にNF2遺伝子変異が検出され
 たのみであった。この症例でLOHは認められず,他の51例では変異は検出されなかった。以
 上より,ヒト乳癌において,NF2遺伝子の癌抑制遺伝子としての関与の可能性は極めて低いも
 のと結論され,本研究はひとつの遺伝子の関与を否定する上で意義深いと考えられる。
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